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Abstrak
Protease adalah biokatalis yang dapat menghidrolisis protein menjadi asam amino dan banyak digunakan dalam
industri.  Agar dapat digunakan dalam proses industri, maka enzim harus dapat bekerja pada suhu ekstrim.
Untuk mencapai tujuan tersebut, dilakukan proses produksi, isolasi, pemurnian, dan amobilisasi enzim hasil
pemurnian. Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan stabilitas enzim protease dari isolat bakteri lokal
Bacillus subtilis ITBCCB148 melalui proses amobilisasi  menggunakan Ca-alginat.  Hasil penelitian
menunjukkan aktivitas spesifik enzim hasil pemurnian sebesar 999,372 U/mg, meningkat kemurniannya 17,54
kali dibandingkan ekstrak kasar enzim.  Enzim ini memiliki suhu optimum 55ºC dan suhu optimum enzim
amobil 60ºC.  Uji stabilitas termal pada suhu 60ºC selama 70 menit untuk enzim hasil pemurnian masih memiliki
aktivitas sisa 4,513%, t1/2 = 15,538 menit, ki = 0,0446 menit-1 dan ΔGi = 98,678 kJ mol-1 sedangkan enzim
amobil masih memiliki aktivitas sisa 43,5341%, t1/2 = 55,887 menit, ki = 0,0124 menit-1 dan ΔGi = 105,362 kJ
mol-1. Berdasarkan penurunan nilai ki terjadi peningkatan stabilitas termal hingga 3,6 kali.
Kata kunci : Protease, Bacillus subtilis ITBCCB148, Amobilisasi enzim, Kalsium alginat
The Improvement of Proetase Enzyme Stability of Bacillus Subtilis
ITBCCB 148 With Immobilization By Using Calcium Alginate
Abstract
Protease is a bio-catalyst that is able to hydrolize protein into amino acid and protease is often used in
processing industries. In order to be able to use in industrial process, the enzym should be able to work in
extreme  temperature. To obtain this objective, process of enzyme production, isolation, purification, and
immobilization are conducted. The objective of this reserach was to improve protease enzyme stability from
bacterial isolates of Bacillus subtilis IBCCB148 with immobilization process by  Ca-alginate. The reserach
results showed the enzym specific activity as a result of purification was 999.372 U/mg, and the purity improved
17.54 folds than rude enzyme extract. This enzyme had optimal temperature of 55ºC and immobilized enzym
60ºC. Thermal stability test at 600C during 70 minute for purified enzyme still had remained activity of 4.513%,
t1/2 = 15.538 minute, ki = 0,0446 minute-1 and ΔGi = 98,678 kJ mol-1.  Thermal stability test imobilized enzyme
at 60ºC during 70 minutes still had remained activity of 43.5341%, t1/2 = 55.887 minute,i ki = 0.0124 minute-1
and ΔGi = 105.362 kJ mol-1. Based on reduced value of ki , there was thermal stability improvement up to 3,6
folds.
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Pendahuluan
Saat ini penggunaan enzim dalam
bioteknologi modern semakin meningkat
seiring dengan semakin banyaknya industri
yang memanfaatkan enzim, meliputi industri
pangan dan non-pangan(Chalal, 1983).
Protease merupakan salah satu kelompok enzim
yang banyak digunakan dalam bidang industri.
Protease merupakan enzim yang berfungsi
menghidrolisis ikatan peptida pada protein
menjadi oligopeptida dan asam amino.
Protease (protease serin, protease sistein/tiol,
protease aspartat dan protease logam) adalah
enzim yang banyak digunakan dalam industri,
misalnya industri farmasi, kulit, detergen,
makanan dan pengolahan limbah (Pastor et al.,
2001).
Untuk dapat digunakan dalam industri
enzim harus memiliki kondisi yang dibutuhkan
dalam proses indutri, seperti kestabilan pada
kondisi suhu yang tinggi dan pH yang ekstrim
(Goddette et al., 1993).  Untuk mendapatkan
enzim yang mempunyai kestabilan dan aktivitas
yang tinggi pada kondisi ekstrim, dapat
dilakukan isolasi langsung dari organisme yang
ada di alam dan hidup pada kondisi tersebut
(ekstrimofilik) atau dengan modifikasi kimia
terhadap enzim yang berasal dari organisme
yang hidup pada kondisi tidak ekstrim
(mesofilik) (Wagen, 1984).
Enzim umumnya larut dalam air, oleh
karena itu banyak enzim yang tidak ekonomis
untuk digunakan dalam skala industri. Selain
itu, tahun belakangan ini berbagai teknik telah
ditemukan untuk memperbaiki kerja enzim,
yaitu dengan cara mengikatkan enzim pada
bahan-bahan yang tidak larut dalam air,
sehingga bahan-bahan tersebut dapat dipisahkan
dari produk dengan mudah.  Hal itu
memungkinkan penggunaan kembali bahan-
bahan tak larut yang mengandung enzim
tersebut atau disebut juga amobilisasi enzim
(Chibata, 1978).  Penggunaan kalisum alginat
pada proses amobilisasi enzim didasarkan pada
sifat enzim yang umumnya larut dalam air dan
sifat-sifat utama alginat yaitu mampu untuk
larut dalam air serta meningkatkan viskositas
larutan, mampu untuk membentuk membran
dan mampu membentuk film (natrium atau
kalsium alginat) dan serat (kalsium alginat)
(Wandrey, 2005).
Pada penelitian ini enzim protease
diisolasi dan dimurnikan  dari bakteri isolat
lokal Bacillus subtilis ITBCCB148.  Untuk
lebih meningkatkan kestabilan enzim protease
terhadap suhu dan pH maka pada penelitian ini
dilakukan amobilisasi menggunakan kalsium
alginat.
Metode
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Lampung (mulai bulan Januari - April 2015).
Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah yang mempunyai derajat
proanalisis.  Isolat bakteri lokal Bacillus subtilis
ITBCCB148 penghasil enzim protease
diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi dan
Teknologi Bioproses Jurusan Teknik Kimia
Institut Teknologi Bandung.
Tahapan penelitian yang dilakukan
adalah produksi, isolasi, pemurnian, amobilisasi
dan karakterisasi enzim. Uji aktivitas enzim
protease dan penetuan kadar protein: Aktivitas
enzim protease ditentukan dengan metode
Kunitz. Sedangkan kadar protein ditentukan
dengan metode Lowry ( Lowry et. al, 1951).
Amobilisasi enzim hasil pemurnian
menggunakan kalsium alginat (Aliya, 2009) :
Sebanyak 2 mL enzim protease dimasukkan
dalam 6 mL larutan Na-alginat 4%, lalu diaduk
hingga rata.  Kemudian campuran tersebut
dimasukkan dalam jarum suntik dan diteteskan
dalam gelas kimia yang berisi CaCl2 0,1 M
sebanyak 100 mL sambil digoyang-goyang
hingga terbentuk gel Ca-alginat yang berisi
enzim dan simpan dalam fryzer selama 20
menit.  Selanjutnya dicuci dengan akuades
sebanyak tiga kali. Lalu dikeringkan pada suhu
kamar.
Karakterisasi enzim hasil pemurnian dan
hasil amobilisasi : karakterisasi enzim protease
hasil pemurnian dan hasil amobilisasi yang
dilakukan meliputi penentuan suhu optimum,
penentuan data kinetika (KM dan Vmaks) enzim,
uji stabilitas termal dan pH enzim, pemakaian
berulang, dan penentuan waktu paruh (t1/2),
konstanta laju inaktivasi (ki) serta perubahan
energi akibat denaturasi (∆Gi).
Stabilitas termal enzim hasil pemurnian
dan hasil amobilisasi : Penentuan stabilitas
termal dan pH enzim dilakukan dengan
mengukur aktivitas sisa enzim setelah
diinkubasi selama periode waktu 70 menit pada
suhu optimum.  Caranya adalah dengan
mengukur aktivitas enzim setelah proses
pemanasan setelah interval waktu 10 menit.
Aktivitas awal enzim (tanpa proses) diberi nilai
100% (Yang et al., 1996).
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Penentuan waktu paruh (t1/2), konstanta
laju inaktivasi (ki), dan perubahan energi akibat
denaturasi (∆Gi) : perubahan nilai ki (konstanta
laju inaktivasi) enzim protease hasil pemurnian
dan setelah amobilisasi dilakukan dengan
menggunakan persamaan kinetika inaktivasi
orde 1 (Kazan et al., 1997) dengan persamaan :
ln (Ei/E0) = -ki t
Sedangkan untuk perubahan energi
akibat denaturasi (∆G i) enzim protease hasil
pemurnian dan setelah amobilisasi dilakukan
dengan menggunakan persamaan (Kazan et al.,
1997) :
∆Gi = - RT ln (ki h/kB T)
Keterangan :
R = konstanta gas (8,315 J.K-1 mol -1)
T = suhu absolut (K)
ki = konstanta laju inaktivasi termal
h = konstanta Planck (6,63 x 10 -34 J det)
kB = konstanta Boltzmann (1,381 x 10 -23 J K-1)
Hasil dan Pembahasan
Penentuan suhu optimum enzim hasil
pemurnian dan amobilisasi : Penentuan suhu
optimum enzim hasil pemurnian dan hasil
amobilisasi memiliki suhu optimum yang
berbeda, yaitu 55oC untuk enzim hasil
pemurnian dan 60oC untuk enzim hasil
amobilisasi.  Terjadinya perubahan suhu
optimum sebelum dan sesudah amobilisasi
menunjukkan bahwa struktur tiga dimensi
enzim hasil pemurnian sesudah amobilisasi
mengalami banyak perubahan.  Hal ini
dikarenakan amobilisasi enzim tidak hanya
terjadi pada residu lisin yang ada pada
permukaan, sehingga kalisum alginat
berinteraksi dengan pusat aktif enzim.  Karena
struktur tiga dimensinya mengalami banyak
perubahan, maka energi aktivasinya juga
berubah.  Kondisi ini menyebabkan suhu enzim
hasil amobilisasi mengalami perubahan.
Gambar 1.  Suhu optimum enzim hasil pemurnian dan hasil amobilisasi
Pengaruh amobilisasi terhadap stabilitas
termal enzim : Grafik pada Gambar 2
menunjukkan aktivitas sisa (%) masing-masing
enzim pada suhu 60oC selama 70 menit.  Enzim
hasil pemurnian memberikan aktivitas sisa (%)
sebesar 4,5317% dan enzim hasil amobilisasi
kalsium alginat memberikan aktivitas sisa(%)
sebesar 43,5341%.
Gambar 2.  Hubungan antara stabilitas termal enzim hasil pemurnian dan
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Pengaruh amobilisasi terhadap data
kinetika : Data kinetika enzim hasil pemurnian
dan hasil amobilisasi pada Tabel 1 dan 2,
menunjukkan terjadinya perubahan yang besar
antara KM enzim hasil amobilisasi dibandingkan
enzim hasil pemurnian.  Hal ini terjadi karena
enzim terhalangi oleh matriks untuk berikatan
dengan substrat.  Penurunan nilai Vmaks
menunjukkan kompleks enzim-substrat yang
terbentuk lebih kokoh pada enzim hasil
amobilisasi dibandingkan enzim hasil
pemurnian.  Jadi pada enzim hasil pemurnian
laju pembentukan kompeks enzim-substrat
lebih cepat tetapi tidak kokoh.  Sedangkan pada
enzim hasil amobilisasi laju pembentukan
kompeks enzim-substrat lebih lambat dan lebih
kokoh.  Hal ini dikarenakan adanya penghalang
enzim dan substrat yaitu matriks, sehingga
reaksi yang terjadi tidak fleksibel. Hal ini
menunjukkan bahwa modifikasi kimia
menyebabkan terjadinya perubahan nilai KM
dan Vmaks.
Gambar 3.  Grafik Lineweaver-Burk enzim hasil pemurnian
Gambar 4.  Grafik Lineweaver-Burk enzim hasil amobilisasi
Tabel 1.  Data untuk penentuan KM dan Vmaks enzim selulase
hasil pemurnian berdasarkan persamaan Lineweaver-Burk
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Tabel 2.  Data untuk penentuan KM dan Vmaks enzim selulase
hasil amobilisasi berdasarkan persamaan Lineweaver-Burk






Pemakaian berulang enzim amobilisasi:
pemakaian ulang enzim amobilisasi dapat
menyebabkan penurunan aktivitas yang dapat
dilihat pada Gambar 5.  Penurunan aktivitas
enzim hasil amobilisasi disebabkan karena
matriks kehilangan kestabilan akibat pemakaian
berulang, sehingga untuk penggunaan yang ke 6
kali akan mengalami penurunan aktivitas.
Gambar 5.  Pemakaian berulang enzim hasil amobilisasi
Konstanta laju inaktivasi termal (ki),
waktu paruh (t1/2) dan perubahan energi akibat
denaturasi (∆Gi) enzim hasil pemurnian dan
hasil amobilisasi: Nilai konstanta laju inaktivasi
termal (nilai ki), waktu paruh (t1/2), dan
perubahan energi akibat denaturasi (∆Gi) enzim
hasil pemurnian dan hasil amobilisasi kalsium
alginat ditunjukkan pada Tabel 3.
Tabel 3. Nilai konstanta laju inaktivasi termal (nilai ki), waktu paruh (t1/2), dan
perubahan energi akibat denaturasi (∆Gi) enzim hasil pemurnian dan








Hasil pemurnian 0,0446 15,538 98,678
Hasil amobilisasi 0,0124 55,887 105,362
Waktu paruh (t1/2) dan konstanta laju
inaktivasi termal (ki): Waktu paruh enzim akan
menentukan stabilitas enzim tersebut (Sthal,
1999 dalam Yandri, 2004).  Ini berarti enzim
hasil amobilisasi memiliki stabilitas enzim yang
lebih tinggi dibandingkan enzim hasil
pemurnian.  Nilai ki enzim hasil amobilisasi dan
enzim hasil pemurnian dapat dilihat pada Tabel
3, yang menunjukkan bahwa enzim hasil
amobilisasi memiliki nilai ki yang lebih rendah
dibandingkan enzim hasil pemurnian.
Peningkatan stabilitas enzim hasil
amobilisasi berdasarkan penurunan nilai ki dari
enzim hasil pemurnian.  Nilai ki yang semakin
rendah menunjukkan bahwa enzim semakin
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terjadinya pembentukan ikatan antara kalsium
alginat dengan gugus NH2 pada rantai samping
residu lisin yang ada dipermukaan.  Hal ini
akan mengurangi ketidakterlipatan (unfolding)
protein sehingga struktur enzim menjadi lebih
kaku dan enzim menjadi lebih stabil.  Oleh
karena itu terjadi penurunan nilai ki untuk
enzim hasil amobilisasi.
Perubahan energi akibat denaturasi (∆G i):
Perubahan energi akibat denaturasi (∆Gi) (Tabel
3) menunjukkan terjadinya peningkatan ∆Gi
enzim hasil amobilisasi dibandingkan dengan
enzim hasil pemurnian. Enzim hasil pemurnian
memiliki ∆G i sebesar 98,678 kJ mol-1 dan
enzim hasil amobilisasi kalsium alginat
memiliki ∆Gi sebesar 105,362 kJ mol-1. Harga
∆Gi enzim yang meningkat menunjukkan
bahwa enzim tersebut semakin rigid dan kurang
fleksibel dalam air.  Enzim yang terdenaturasi
mengalami perubahan pada struktur tersiernya.
Struktur enzim yang semakin rigid memiliki
ikatan yang lebih kuat sehingga konformasi
enzim tidak mudah terbuka dan struktur tersier
enzim lebih mudah dipertahankan.  Untuk
mendenaturasi enzim tersebut dibutuhkan
energi yang lebih tinggi, maka harga ∆Gi
semakin besar.
Kesimpulan dalam penelitian ini yaitu
amobilisasi enzim menggunakan kalsium
alginat untuk enzim protease dapat
meningkatkan kestabilan enzim terhadap
penentuan suhu optimum, penurunan harga KM
dan Vmaks, penurunan nilai ki, peningkatan
waktu paruh dan ∆Gi. Hal ini menunjukkan
bahwa enzim hasil amobilisasi lebih stabil
dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian.
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